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研究成果の概要（和文）：カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)は、感染者の免疫不全時にカポジ肉腫やB細胞性リ
ンパ腫を引き起こす。KSHVは潜伏感染時に、潜伏感染関連核抗原（LANA)を発現する。LANAはウイルスDNAの維持を行う
とともに、感染細胞の発がんに関与する。本研究により、LANAは脱ユビキチン化酵素(HAUSP)により安定化され、KSHV
ゲノムの維持・安定化を亢進させることを見出した。また、KSHV関連腫瘍を標的とした抗腫瘍化合物と抗KSHV化合物の
探索を実施した結果、ジアシルトリスルフィドとC60フラーレン誘導体はKSHV感染B細胞性リンパ腫に対する抗腫瘍活性
を有することを見出した。

研究成果の概要（英文）：Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV; also known as HHV-8) is a 
rhadinovirus of the gamma-herpesvirus subfamily and the eighth human herpesvirus to be discovered. KSHV 
is the causative agent of Kaposi’s sarcoma and acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)-related 
lymphoproliferative disorders, such as plasmablastic variant multicentric Castleman’s disease and 
primary effusion lymphoma (PEL). In this study, we demonstrated that KSHV-encoded the latency associated 
nuclear antigen (LANA) is stabilized by de-ubiquitinating enzyme (HSUSP), and enhances the replication 
and the maintenance of viral DNA. Forthermore, we found that the pyrrolidinium fullerene (C60) and an 
allyl sulfide have the antitumor activity against PEL cells, suggesting that fullerene and allyl sulfide 
may represent a novel therapy for the treatment of PEL.

研究分野：生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
世界中のエイズによる年間死者は三百万
人に達し、収束する気配はない。その死因の
多くはカリニ肺炎やカポジ肉腫等の日和見
感染症である。カポジ肉腫関連ヘルペスウイ
ルス（KSHV）により引き起こされるカポジ肉
腫は、発症者を死に至らせる悪性腫瘍である。
また、医療先進国における臓器移植の増加に
伴い、KSHV 感染ドナーによって提供される
KSHV 汚染臓器を介したレシピエントの新興
感染とカポジ肉腫発症という新たな問題が
生じている。現在、日本においては HIV 感染
者や臓器移植者が少数なため、KSHV 感染症に
ついての議論は少ないが、今後、これらが深
刻に問題視されるのは明らかである。 
KSHV は、健常者に感染すると深刻な疾患を
起こさずに潜伏感染し、潜伏感染関連核抗原
（LANA)を発現してエピゾーム DNA として核
内で維持される。潜伏感染者の免疫不全時に、
KSHVはカポジ肉腫やB細胞性リンパ腫を引き
起こす。KSHV が潜伏感染時に発現する LANA
はウイルス DNA の複製・維持と、がん化に関
与する。一方で、ごく少数の潜伏感染した
KSHV は、溶解感染へと移行し、細胞内でウイ
ルス新生に必要な構造蛋白質や、DNA の複製
酵素等を発現し、孫ウイルス産生を行なう。
本研究では、蛋白質分解と LANA に焦点を当
て、KSHV の感染細胞発がん機構を解明する。 
 
 
２．研究の目的 
カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス(KSHV)
は感染者の免疫不全時に、カポジ肉腫や B細
胞性リンパ腫を引き起こす。KSHV は核内で潜
伏期関連核抗原(LANA)を発現する。LANA はウ
イルス DNA の維持・複製を行なうと共に、
NF-kB、Wnt シグナル等の細胞内シグナル伝達
やユビキチン依存的な蛋白質分解系を利用
または破綻させることで、感染細胞のがん化
や感染維持を行なう。このようなウイルスに
よる細胞機能の乗っ取り行為を「分子海賊行
為」という。本研究では、「蛋白質分解シス
テム」を標的とした KSHV の分子海賊に焦点
を当て、その解析により KSHV の「発がん機
構」の解明を目指す。また、得られた研究成
果を活用して KSHV 関連疾患を標的とした治
療薬の探索と抗 KSHV 化合物の作用機序の解
析も実施する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) LANA の HAUSP による安定化の解析： 
LANA は HAUSP を利用し、ポリユビキチン化
を免れる。この制御機構と生理的意義を各種
変異遺伝子や欠損遺伝子を用い分子生物学
的に解明する。 
 
(2) LANA のプロッセッシング機構の解： 
LANA は核内で切断を受け、LANA-C を生成
する。また、LANA-C はミトコンドリアタン

パク質p32と結合するのでそれらの意義を各
種変異遺伝子や欠損遺伝子を用い分子生物
学的に解明する解明する。また、LANA 切断酵
素の精製と同定を各種クロマトグラフィー
用いた生化学的手法により、LANA のプロッセ
ッシング機構を解明する。 
 
(3) PEL を標的とした抗腫瘍化合物と抗 KSHV
化合物の探索：  
PEL に対して細胞増殖抑制活性を持つ化合
や KSHV に対してウイルス増殖抑制活性を持
つ化合物の探索と作用機序解析を行う。なお、
実験に使用する PEL 細胞株と KSHV 非感染 B
細胞株は下記の通り。 
BC3：KSHV（+）/EBV(-) 
BCBL1：KSHV（+）/EBV(-) 
HBL6：KSHV（+）/EBV(+) 
BC2：KSHV（+）/EBV(+) 
Raji：KSHV（-）/EBV(+) 
DG75：KSHV（-）/EBV(-) 
Ramos: KSHV（-）/EBV(-) 
細胞増殖アッセイには、各種化合物存在下
24 時間培養を行う。培養後、生存細胞数を測
定するため、CCK-8を添加し呈色反応後に450 
nm における吸光度を測定する。 
ウイルス増殖抑制活性のアッセイには、
BC3 細胞に、TPA を終濃度 20 ng/ml で添加し
ウイルスを産生させた。培養上清を DNaseⅠ
処理し、培養液に含まれるウイルス粒子から
ウイルス DNA を精製した。KSHV の ORF50 プラ
イマー (5'-GATGACAAGGTAAAGATCGACCT-3' と 
5'-GGTCAAGTACACCGAACACTTAA-3') を用いて
リアルタイム PCR を行い、培養液に含まれる
KSHV ゲノムのコピー数を算出した。 
 
 
４．研究成果 
(1) LANA の USP7 による安定化とプロテアソ
ーム阻害機構の解析 
我々は、LANA は脱ユビキチン化酵素
(HAUSP)と結合し、HAUSP により脱ユビキチン
化され安定化することを見出した。HAUSP は
LANA の有する機能の一つである KSHV ゲノム
の安定化を亢進させることを明らかにした。
すなわち、HAUSP による脱ユビキチン化によ
り、LANA はプロテアソームによる分解シグナ
ルとなるポリユビキチン化を回避すること
で安定化し、KSHV ゲノムの維持と安定化に寄
与したと考えられる。 
 
(2) LANA のプロッセッシング機構の解 
LANA は、細胞性プロテアーゼにより一箇所
切断を受け 30kDa の安定な C 末端断片
(LANA-C)を生成することを明らかにした。こ
の LANA-C はミトコンドリア蛋白質の p32 前
駆体と結合して p32 の成熟を阻害していた。
p32 前駆体は N 末端部にミトコンドリア(Mt)
移行シグナルを有し、Mt 内で、その移行シグ
ナルが切断され成熟体 p32 となる。本研究に
おいて、p32 前駆体の Mt 内における移行シグ



ナルの２段階における切断様式と切断部位
を明らかにし、LANA-C は p32 前駆体の移行シ
グナルの２段階目の切断を阻害することを
見出した。さらに、LANA の切断を触媒する細
胞性プロテアーゼ（プロセッシング酵素）の
特徴付けと同定を実施した。LANA の切断部位
を含む合成ペプチドを基質として用い、陰イ
オン交換クロマトグラフィーとゲル濾過に
よりLANA切断酵素の部分精製を行った結果、
切断酵素は分子量 30ｋDa のセリンプロテア
ーゼであることが明らかになった。また、こ
の LANA 切断酵素はアポトーシスにより活性
化することも見出した。 
 
(3) PEL を標的とした抗腫瘍化合物と抗 KSHV
化合物の探索 
ER ストレス誘導剤のジアシルトリスルフ
ィドは PEL細胞内の NF-kB シグナルを阻害す
ることで PEL 細胞にアポトーシスを誘導し、
さらにPELを移植した担癌マウスにおいても
PEL 細胞の増殖を抑制したことから抗腫瘍活
性を有していた。さらにジアシルトリスルフ
ィドは KSHV に対してウイルス増殖抑制活性
を有していることを見出した。ピロリジニュ
ウム型 C60フラーレン誘導体は PEL細胞内の
Erk シグナルを阻害することで PEL に対して
にアポトーシスを誘導することを見出した。 
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